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RESUMEN

La enfermedad de la secadera afecta en pre-emergencia, post-
emergencia y causa constriccién del tallo y pudricién de la
raiz en plantas desarrolladas en viveros forestales. Los ob-
jetivos de este estudio fueron identificar morfolégica y mo-
lecularmente la especie de Fusarium que afecta al vivero de
Atlangatepec, Tlaxcala, que causa secadera y pudricién de raiz
en Pinus greggii Engelm., evaluar su efecto en la germinacién
de semillas en tres sustratos y analizar la incidencia y pato-
genicidad en pldntulas en desarrollo. El hongo Fusarium sp.
se aislé de pldntulas enfermas, se purificé e identificé por su
morfologia y molecularmente como E circinatum Nirenberg
& O’Donnell. Los sustratos fueron turba de musgo, perlita
y vermiculita (S1), aserrin, corteza y turba de musgo (S2) y
corteza, aserrin y turba de musgo (S3) y se evaluaron en pro-
porciones de 60:20:20. El disefio experimental fue completa-
mente al azar, con seis tratamientos y cuatro repeticiones cada
uno. Fl andlisis estadistico del porcentaje de germinacién
se realizé6 con ANDEVA y la comparacién de medias con la
prueba de Duncan (p=<0.05). El hongo redujo significativa-
mente la germinacién de semillas de P greggii. La incidencia
de la enfermedad fue menor en S2, en los primeros dos meses
y su patogenicidad en post-emergencia se comprobé con la

induccién de sintomas y reaislamientos de F. circinatum.

Palabras claves: viveros, incidencia, turba de musgo, corteza de

pino y aserrin.
INTRODUCCION

n Meéxico, el género Pinus incluye las espe-
cies mds utilizadas para producir planta para
reforestacién en viveros forestales de clima
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ABSTRACT

The drying disease affects plants grown in forest nurseries
during the pre-emergence and post-emergence stages,
constricting the stem and causing root rot. The objectives of
this study were to identify the morphological and molecular
characteristics of the Fusarium species that affects the nursery
located in Atlangatepec, Tlaxcala, which causes the drying
disease and root rot of Pinus greggii Engelm., to evaluate its
effect in the germination of seeds in three substrates, and
to analyse the incidence and pathogenicity of developing
seedlings. The Fusarium fungus was isolated from diseased
seedlings, it was purified, and, based on its morphology and
molecular structure, as identified as F circinatum Nirenberg
& O’Donnell. The substrates were: peat moss, perlite, and
vermiculite (S1); sawdust, bark, and peat moss (52); and bark,
sawdust, and peat moss ($3); they were evaluated in 60:20:20
ratios. The experiment had a completely randomized
design, with six treatments and four repetitions per each
one. The statistical analysis of the germination percentage
was executed with ANOVA and the means comparison was
carried out using the Duncan test (p=<0.05). The fungus
produced a significant reduction in the germination of P
greggii’s seeds. Disease incidence was lower in S2, during the
first two months, and its post-emergence pathogenicity was
proved by the induction of symptoms and reisolations of F.

circinatum.

Key words: nurseries, incidence, peat moss, pine bark, and

sawdust.
INTRODUCTION

n Mexico, the Pinus genus includes the species
that are most frequently used in forest nurseries
in temperate zones to produce plants for
reforestation purposes. An important part of the



AGROCIENCIA, 16 de noviembre - 31 de diciembre, 2017

templado. En los viveros se realiza una fase importan-
te en el proceso de produccién de plantas, que debe
garantizar la calidad y sanidad de los drboles, previa a
su plantacién (Solano y Brenes, 2012).

La Comisién Nacional Forestal (CONAFOR)
restaurard un millén de hectareas, de 2013 a 2018,
con reforestacién de 180 millones de plantas, en
los ecosistemas de clima templado-frio, tropical, y
drido-semidrido (CONAFOR, 2015). El problema
fitosanitario mayor en los viveros es una enferme-
dad conocida como el complejo damping-off, mal
del semillero, secadera de la planta, mal del talluelo,
ahogamiento, chupadera y pudricién de raices. La
enfermedad de la secadera la produce un comple-
jo de hongos del suelo, y destacan: Pythium spp.,
Phytophthora spp., Rhizoctonia spp., Botrytis spp. y
Fusarium spp. (Salas, 2002; Benitez et al., 2004 y
Ezziyyani et al., 2004).

La enfermedad de la secadera en pino en los vive-
ros de México la causan principalmente especies de
Fusarium, y disminuye la calidad de la planta, que
ocasiona pérdidas de hasta 40 % en la produccién
(Cibridn ez al., 2008). Se presenta en pre-emergencia,
donde el hongo dana al embrién antes de germinar
y hay necrosis de hipocétilo y cotiledones, o en post-
emergencia, cuando el hongo causa estrangulamiento
del tallo, a nivel del suelo, y muerte de la planta. El
dano tardio se manifiesta durante el desarrollo de la
planta, principalmente cuando el tallo atin no estd
lignificado, causa pudricién de raiz y doblamiento de
la pldntula, se manifiesta como un color rojizo en las
aciculas y en raiz presenta un color café (Peterson,
2008; Solano y Brenes, 2012).

La mayoria de los viveros usa envases pldsticos ri-
gidos y principalmente turba de musgo (peat moss),
perlita y vermiculita, combinacién conocida como
mezcla estindar o mezcla base, como medio de cre-
cimiento para la produccién de las plantas (Sinchez-
Cérdoba ez al., 2008). Una de las desventajas de esta
mezcla es su costo alto para la produccién de plantas
en vivero. Ademds, por su contenido alto de materia
orgdnica y humedad puede dafar a la planta por el
desarrollo de Fusarium. Como alternativa, para sus-
tratos se usan aserrin y corteza de pino, por su costo
menor (Maldonado-Benitez et 4/., 2011; Hernandez-
Zarate et al., 2014).

En los viveros forestales de México la semilla usa-
da para la produccién de plantas se desinfecta solo
algunas veces y la presencia de especies de Fusarium
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plant production process takes place in the nurseries;
therefore, the quality and health of the trees must
be guaranteed, before they are planted (Solano and
Brenes, 2012).

The Comisién Nacional Forestal (CONAFOR),
theinstitution in charge of Mexican forests, will restore
a million hectares from 2013 to 2018, reforesting 180
million plants, in the temperate-cold, tropical, and
arid-semiarid ecosystems (CONAFOR, 2015). The
main phytosanitary problem faced by nurseries is a
disease known as the damping-off complex, nursery
disease, drying disease, stem disease, choke disease,
strangulation, and root rot. The drying disease is
produced by a soil fungi complex that includes:
Pythium spp., Phytophthora spp., Rhizoctonia spp.,
Botrytis spp., and Fusarium spp. (Salas, 2002; Benitez
et al., 2004; and Ezziyyani et al., 2004).

The drying disease that affects pines in Mexican
nurseries is mainly caused by Fusarium species. It
diminishes the quality of the plant, causing the
production to drop by up to 40 % (Cibridn ez al.,
2008). It appears during the pre-emergence stage
—when the fungus damages the embryo before it
germinates, resulting in hypocotyl and cotyledon
necrosis— and during the post-emergence stage—
when the fungus strangles the stem, at ground level,
and kills the plant. Late damage occurs during the
plant’s development, mainly when the stems have
not yet achieved the hardening stage, causing the
root to rot and the seedling to fold; it can be observed
as reddish needles and brown roots (Peterson, 2008;
Solano and Brenes, 2012).

Most of the nurseries use rigid plastic containers
and mainly peat moss, perlite, and vermiculite, a
mixture known as standard mixture or base mixture,
as the environment where plants are grown (Sinchez-
Cérdoba et al., 2008). One of the disadvantages of
this mixture is its high cost for the production of
plants in nurseries. Additionally, its high organic
matter and humidity content can encourage the
development of Fusarium and damage the plant.
Pine sawdust and bark are used as a less expensive
alternative substrates (Maldonado-Benitez et al.,
2011; Hernandez-Zarate et al., 2014).

The seeds used to produce plants in Mexico’s forest
nurseries are not often disinfected and the presence
of Fusarium species can damage the germination
and development of plants. The objectives of this
study were to achieve a morphological and molecular
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puede danar la germinacién y el desarrollo de las
plantas. Los objetivos de este estudio fueron identifi-
car morfoldgica y molecularmente la especie de Fusa-
rium que causa secadera y pudricién de raiz en Pinus
greggii Engelm., evaluar su efecto en la germinacién
de las semillas en tres sustratos y analizar la incidencia
y patogenicidad en plantulas en desarrollo. La hipé-
tesis fue que la incidencia de Fusarium aumenta con
el contenido de turba en el sustrato.

MATERIALES Y METODOS
Recolecta y manejo de material enfermo

El material enfermo de 2 greggii se recolectd en el vivero Fo-
restal Militar de Atlangatepec, Tlaxcala (19° 32’ 27.6” N, 98° 10’
48” Oy altitud de 2510 m). Trozos de raiz de 1 cm del material
recolectado se lavaron con agua destilada estéril, hipoclorito de
sodio al 2 % por 3 min y tres veces con agua destilada estéril. El
material se secé con papel filtro estéril y se utilizd para sembrar,
como lo sefialan Martinez-Alvarez et al. (2012), en medio papa
dextrosa agar con antibiético (PDA+A) (sulfato de estreptomi-

cina 0.05 g L™ para prevenir el desarrollo de bacterias).
Identificacién morfolégica
Microscopia convencional

Para identificar Fusarium mediante su morfologia se obser-
v6 el tipo de crecimiento, aspecto del micelio, coloracién de la
colonia, formacién de estructuras asexuales, presencia de clami-
dosporas y formacién de esporodoquios; 100 mediciones de coni-
diéforos, clamidosporas, micro y macroconidios se hicieron con
base en estudios de Morales ez 2l. (2007) y Pfenning ez al. (2014).
Para su desarrollo, crecimiento y esporulacién se utilizaron me-
dios de cultivo recomendados por Leslic y Summerell (2006),
como papa dextrosa agar (PDA), agua agar con hoja de clavel
(AAC) y el especifico para Fusarium, conocido como spezieller

nihrstoffarmer agar (SNA).
Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Pldntulas enfermas con micelio se usaron para ver los micro-
conidios, fialides y polifialides; para los macroconidios y estimu-
lar el desarrollo de esporodoquios se hicieron crecer en medio de
cultivo agua agar con hoja de clavel (CMA). Trozos pequefios
de tejido, con estructuras, se colocaron en una solucién fijado-
ra de gluteraldehido al 3 % por 24 h, luego se enjuagaron por

10 min, dos veces, con amortiguador de fosfato; las muestras se

identification of the Fusarium species that causes
the drying and rotting of the root of Pinus greggii
Engelm., to evaluate its effect in seed germination
in three substrates, and to analyze the incidence
and pathogenicity in developing seedlings. The
hypothesis was that, as peat moss content increases
in the substrate, so does the incidence of Fusarium.

MATERIALS AND METHODS
Collection and handling of diseased material

P greggi’s diseased material was collected in the Army’s Forest
Nursery at Atlangatepec, Tlaxcala (19° 32" 27.6” N, 98° 10” 48”
W, at an altitude of 2510 m). One centimeter long root bits
were collected and washed with sterile distilled water, sodium
hypochlorite at 2 %, for 3 min, and thrice with sterile distilled
water. The material was dryed with sterile filter paper and was
sown, as indicated by Martinez-Alvarez et al. (2012), in a potato
dextrose agar with antibotics (PDA+A) (0.05 g L} streptomycin

sulphate to prevent the development of bacteria).
Morphological identification
Conventional microscopy

In order to identify Fusarium based on its morphology,
the following characteristics were observed: type of growth,
aspect of the mycelium, coloration of the colony, formation of
asexual structures, presence of chlamydospores, and formation
of sporodochia. Based on studies by Morales ez a/. (2007) and
Pfenning er al. (2014), 100 measurements of conidiophores,
chlamydospores, microconidia, and macroconidia were made.
The culture media recommended by Lesliec and Summerell
(2006) were used to develop, grow, and sporulate, including
potato dextrose agar (PDA), water agar with carnation leaf
(AAC), and the specific Fusarium culture medium known as

spezieller nihrstoffarmer agar (SNA).
Scanning electronic microscopy (SEM)

Diseased seedlings with mycelia were used to observe
microconidia, phyalides, and polyphyalides. In order to observe
microconidia and foster the development of sporodochia,
they were grown in a water agar with carnation leaves (CMA)
medium. Small bits of tissue, with structures, were placed in a
3 % glutaradehyde fixation solution for 24 h; later, they were
rinsed twice for 10 minutes using a sulphate buffer solution; the

samples were dehydrated for 40-minute periods with growing
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deshidrataron con etanol en concentraciones crecientes (30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 %), por 40 min cada una, y dos repeticiones
con etanol al 100 %. Después, las muestras se secaron a pun-
to critico, con CO, en una secadora (Sandri-7802, TOUSIMIS
Research Corporation, USA). Las muestras deshidratadas se co-
locaron en portamuestras de latdén, se fijaron con cinta adhesi-
va de cobre y se recubrieron con oro, durante 10 min, en una
ionizadora de metales (Fine Coat JFC-1100, JEOL Ltd., Jap6n)
y se observaron en un microscopio electrénico de barrido (JSM-
6390, JEOL Ltd., Japén), operado a 20 kV, en la Unidad de
Microscopia Electrénica del Colegio de Postgraduados, Campus

Montecillo, en el Estado de México.
Identificacién molecular

Un cultivo monoconidial con la clave PGAT de pldntulas
de P greggii, del vivero forestal de Atlangatepec se utiliz6 para la
identificacién molecular. La extraccién de ADN se realiz6 con
el kit comercial DNeasy Plant mini kit (Quick-StartProtocol.
Cat. Nos. 69104 and 69106, QIAGEN). Con 100 uL. de ADN
en solucién se amplificé con el gen factor de elongacién (TEF),
que codifica para el factor de elongacién la. Este es un compo-
nente del proceso de sintesis de proteinas en eucariotas y archae
(O’Donnell ez al., 1998 y Pfenning ez al., 2014), con ATGGG-
TAAGGAGGACAAGAC (EF1) y GGAAGTACCAGTGAT-
CATGTT (EF2) como iniciadores. El termociclador (Multi-
gene Gradient) se utilizé con el programa: desnaturalizacién
inicial 94 °C por 2 min, 35 ciclos a 94 °C 1 min, alineamiento a
53 °C por 1 min, extensién a 72 °C por 1 min y extensién final
a 72 °C por 5 min (Geiser ¢t al., 2005). El fragmento amplifi-
cado se verificé en un gel de agarosa al 1 % y se tind con gel red
(Biotium, USA). La banda se visualizé en un sistema de foto-
documentacién (Gel Logic 200, Kodak). El producto de PCR
se purificé con el kit Wizard SV (Promega). La secuenciacién
se hizo en un ABI Autosequencer (Applied Biosystems, USA)
en Macrogen. La secuencia se comparé con las reportadas en la
base de datos del banco de genes NCBI y se realizé la construc-

cién de un drbol filogenético.
Andlisis filogenético

Las secuencias de ambas hebras de ADN se ensamblaron
y editaron con BioEdit versién 7.0.5 (Hall, 1999), con el que
se cred una secuencia consenso. Esta secuencia se compilé en
un archivo Fasta y se alineé con Profile mode del Clustal W
1.8.1. (Thompson ez al., 1994), del programa Mega 5.1 (Tamu-
ra et al., 2011) y analiz6 con el método de mdxima parsimonia
(Cuadro 1). Los valores de confianza de los agrupamientos dentro
del 4rbol resultante se obtuvieron con andlisis de bootstrap, con

1000 repeticiones (Felsestein, 1985).
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concentrations of ethanol (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 %), and
finally with two repetitions with 100 % ethanol. Afterwards, the
samples were taken to a critical point drying, using CO, in a
Samdri-7802 dryer (Tousimis Research Corporation, USA). The
dehydrated samples were placed in tin sampler holders, fixed
with copper adhesive tape, and coated with gold, for 10 min
using an ion sputter (Fine Coat JFC-1100, JEOL Ltd., Japan)
and were observed with a scanning electronic microscope (JSM-
6390, JEOL Ltd., Japan), operated at 20 kV, at the Electronic
Microscopy Unit of the Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, Estado de México.

Molecular identification

A monoconidial culture with the PGAT code taken from
P greggii seedlings from the forest nursery at Atlangatepec
was used for the molecular identification. DNA was extracted
with the DNeasy Plant mini kit (Quick-StartProtocol, Cat.
No. 69104 and 69106, QIAGEN). One-hundred 4L of DNA
in a solution were amplified with the translator elongation
factor (TEF) gene that encodes for the elongation factor
la. This is a component of the protein synthesis process in
eukaryotes and archaea (O’Donnell ez al., 1998; Pfenning
et al., 2014), with ATGGGTAAGGAGGACAAGAC (EFI)
and GGAAGTACCAGTGATCATGTT (EF2) as initiators.
The Multigene Gradient thermal cycler was used with the
following program: initial denaturation at 94 °C for 2 min,
35 cycles at 94 °C for 1 min, alignment at 53 °C for 1 min,
extension at 72 °C for 1 minute, and final extension at 72 °C
for 5 min (Geiser ez al., 2005). The amplified fragment was
verified in an agarose gel at 1 % and it was dyed with RedGel
(Biotium, USA). The band was visualized with an imaging
system (Gel Lock 200, Kodak). The PCR product was purified
with the Wizard SV kit (Promega). The sequencing was carried
out in an ABI Autosequencer (Applied Biosystems, USA) with
Macrogen. The sequence was compared with the sequences
reported in the NCBI genome database and a phylogenetic

tree was developed.
Phylogenetic analysis

The sequences of both DNA strands were assembled and
edited with BioEdit v. 7.0.5 (Hall, 1999), thus creating a
consensus sequence. This sequence was compiled in a Fasta
file, using the Profile mode of Clustal W 1.8.1 (Thompson
et al., 1994) of the Mega 5.1 software (Tamura er 4l., 2011),
and it was analysed with the method of maximum parsimony
(Table 1). Trust values for blocks within the resulting tree
were obtained with a bootstrap analysis with 1000 repetitions
(Felsestein, 1985).
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Cuadro 1. Especies y secuencias del GenBank para la construccién del 4rbol filogenético.
Table 1. Species and sequences from the GenBank used to develop the phylogenetic tree.

Especie Cédigo de GenBank Referencia

E oxysporum KF728241 Han ez al. (2013)"

E solani KF689008 Siti y Nagao (2013)T

E circinatum KC514061 Hamelin et al. (2013)

E subglutinans KM462979 Funnell-Harris ez al. (2015)
E proliferatum FJ603502 Nayaka et a/. (2008)"

F. pseudocircinatum JF979415 Shiraishi ez al. (2012)

THan, K. S., S. C. Lee, J. S. Lee, J. W. Soh, and M. ]. Park. 2013. Analysis of taxonomic relationships of
Fusarium oxysporum £. sp. Based on TEF gene region. Horticultural and Herbal Science. Unpublished.
Siti J., and H. Nagao. 2013. Determination of race of Fusarium solani isolated from canker symptom on
pumpkin and relationship among isolates from different origins. School of Biogical Sciences University
Sains Malaysia. Unpublished. Nayaka, S. C., E. G. Wulff, U. A. C. Shankar, C. N. Mortensen S. R.
Niranjana, and H. S. Prakash. 2008. Applied Botany and Biotechnology University of Mysore. India.

Unpublished.

Inoculacién de semilla de P. greggii con Fusarium

Las semillas se mantuvieron con peréxido de hidrégeno al
30 % por 1 h. Para la inoculacién de Fusarium (F) tres cajas con
micelio puro y desarrollo del hongo se trituraron en licuadora
con 300 mL de agua destilada estéril; las semillas se impregnaron
por 24 h con esta suspensién (7.9x10* esporas por mL). De las
semillas no germinadas y de pldntulas enfermas se hicieron reais-

lamientos para comprobar su patogenicidad.

Efecto de Fusarium en semilla P. greggii (pre-emergencia)

en tres sustratos

El efecto de Fusarium se evalué en un invernadero, de la Di-
visién de Ciencias Forestales (DiCiFo), Universidad Auténoma
Chapingo. Texcoco, Estado de México (19° 29’ 34” N y 98° 53’
38”7 O).

Tres sustratos se evaluaron: (S1) mezcla de turba de musgo
(importada de Canadd), petlita y vermiculita, (S2) mezcla de
aserrin de pino, corteza de pino y turba de musgo y (S3) mezcla
de corteza de pino, aserrin de pino y turba de musgo; todos
en proporcién de 60:20:20 (Hernandez-Zarate ez al., 2014). El
aserrin de pino tenfa menos de 15 d de aserrado y se obtuvo de
un aserradero en Texcoco, Estado de México. La corteza com-
postada fue de P douglasiana Martinez (empresa MASVI), de
la regién sur de Jalisco, México. A las mezclas de sustrato se
agregd fertilizante de liberacién controlada (Osmocote Plus®
8-9 M 15-9-12+ME; eveRRIS ILC Fertilizer Company, Du-
blin, OH, EE.UU.) en dosis de 7 g L™ de sustrato (Aguilera-
Rodriguez ez al., 2016).

Mesas portatubetes con 42 cavidades, tubetes individuales de

170 mL y semilla de P greggii, de la comunidad de Pueblo Nuevo,

Inoculation of P, greggii seeds with Fusarium

The seeds were kept for 1 hour in 30 % hydrogen peroxide.
In order to inoculate Fusarium (F), three boxes of pure mycelia
and developed fungus were ground in a blender with 300 mL of
sterile distilled water; the seeds were impregnated for 24 h with
this suspension (7.9 X104 spores per mL). Non-germinated seeds
and diseased seedlings were isolated again in order to verify their

pathogenicity.

Effect of Fusarium on P. greggi seeds (pre-emergence)

in three substrates

The effect of Fusarium was evaluated in a greenhouse, at
the Divisién de Ciencias Forestales (DiCiFo), Universidad
Autonéma de Chapingo, Texcoco, Estado de México (19° 29’
34” N and 98° 53’ 38" W).

The following substrates were evaluated: (S1) mixture of
peat moss (imported from Canada), petlite, and vermiculite;
(S2) mixture of pine sawdust, pine bark, and peat moss; and,
(S3) mixture of pine bark, pine sawdust, and peat moss. Their
ratio was 60:20:20 (Hernadez-Zarate et al., 2014). The pine
sawdust had been sawn less than 15 d before, at a sawmill located
in Texcoco, Estado de México. The composted bark came from
P douglasiana Martinez trees (MASVI), from southern Jalisco,
Mexico. Controlled release fertilizer (Oscomote Plus® 8-9 M
15-9-12+ME; eveRRIS ILC Fertilizer Company, Dublin, OH,
USA), in a 7 g L™ substrate dose (Aguilera-Rodriguez et al.,
2016) was added to the substrate mixture.
individual 170-mL

container racks, and P greggii seeds from the Pueblo Nuevo

Container racks with 42 holes,

community, municipality of Chignahuapan, Puebla (19° 52’
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municipio de Chignahuapan, Puebla (19° 52’ 60” N y 98° 06’
36” O) se utilizaron en el estudio. La siembra se hizo directa el 13
de febrero de 2015, con dos semillas por tubete. La germinacién
se evalu6 en 40 semillas por repeticién (160 semillas por trata-
miento y 960 semillas totales). La afectacién final por Fusarium
se evalud a los 5 meses de edad de la planta. El riego durante la

germinacién fue ligero y diario y luego cada tercer dia.
Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar, con
arreglo factorial 3 (sustratos) X2 (con y sin Fusarium), seis tra-
tamientos y cuatro repeticiones (Cuadro 2). En cada repeticién
se utilizé una mesa portatubetes y la unidad experimental fue-
ron 20 plantas del centro (80 plédntulas por tratamiento). Los
resultados se analizaron con el procedimiento Mixto de SAS,
versién 9.0 (SAS Institute, 2002) y comparacién de medias de
Duncan (p=<0.05).

Variables evaluadas

La germinacién (emergencia) se evalué durante febrero y
marzo de 2015 y se registré por cuatro semanas para evaluar el
efecto de los tratamientos en pre-emergencia. El porcentaje de
semillas germinadas se transformaron con la funcién arcoseno
para su andlisis. Con el registro semanal de pldntulas enfermas se
evalud la post-emergencia y el porcentaje acumulado de plantas
con sintomas de secadera por Fusarium se cuantificé en 10 sema-
nas, durante marzo, abril y mayo. Al final las pldntulas enfermas
se transfirieron a medio de cultivo PDA+A, para comprobar los
postulados de Koch y obtener nuevamente la cepa inoculada del

hongo.

60” N and 98° 06’ 36” W) were used in this study. Two seeds
were put directly in each container rack on February 13, 2015.
Germination was evaluated with 40 seeds per repetition (160
seeds per treatment and 960 seeds overall). The final effect of
Fusarium was evaluated when the plant was 5 months old. The
seeds received light irrigation every day during germination

and every third day afterwards.
Experimental design and statistical analysis

The experiment had a completely randomized design,
with a 3 (substrates) X2 (with and without Fusarium) factorial
arrangement, six treatments, and four repetitions (Table 2). A
container rack was used for each repetition and the experimental
unit was made of 20 plants from the center (80 seedlings per
treatment). The results were analyzed with the Mixed procedure
of SAS, version 9.0 (SAS Institute, 2002) and the means were

compared using the Duncan test (p=<0.05).
Variables evaluated

Germination (emergence) was evaluated over the course of
four weeks in February and March 2015, in order to evaluate
the effects of pre-emergence treatments. The percentage of
germinated seeds was transformed using the arcsine function
for analysis. The weekly record of diseased seedlings was used
to evaluate post-emergence and the cumulative percentage with
drying disease symptoms caused by Fusarium was quantified over
the course of 10 weeks, during March, April, and May. Finally,
diseased seedlings were transferred to a PDA+A culture medium
to verify Koch’s postulates and obtain again the inoculated

fungus strain.

Cuadro 2. Tratamientos utilizados en la produccién de Pinus greggii Engelm., en tube-

tes individuales de 170 mL.

Table 2. Treatments used in the production of Pinus greggii Engelm., in 170-mL

individual container racks.

Sustrato Mezcla Proporciones Tratamientos

Turba de musgo 60 T1: Inoculado con Fusarium
S1 Perlita 20 T2: Sin inocular

Vermiculita 20

Aserrin de pino 60 T3: Inoculado con Fusarium
S2 Corteza de pino 20 T4: Sin inocular

Turba de musgo 20

Corteza de pino 60 T5: Inoculado con Fusarium
S3 Aserrin de pino 20 T6: Sin inocular

Turba de musgo 20
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REsuLTADOS Y D1sCUSION
Identificacién morfolégica y molecular

El hongo proveniente del vivero de Atlangatepec
se identificé como Fusarium circinatum Nirenberg
& O’Donnell y miembro del complejo Gibberella
Sfujikuroi (CGF). Este patégeno infecta sélo drboles
de Pinus spp. y causa la enfermedad del cancro re-
sinoso en las plantaciones. Wingfield ez /. (2008) y
Gordon ez al. (2015) lo reportaron como problema
fitosanitario importante y amenaza para viveros y
plantaciones en el mundo.

En la muestra evaluada se presenté micelio algo-
donoso, blanco y coloracién con pigmentacién vio-
leta intensa en PDA (Figura 1 A y B), microconidios
ovales sin septos, de 8X3.5 um (Figura 1 H), mi-
croconidios agregados en falsas cabezas (Figura 1 E),
que surgen de monofidlides y polifidlides (Figura 1
D y F). Fusarium circinatum puede diferenciarse de
E pseudocircinatum por la formacién de los micro-
conidios en cadenas cortas y no en falsas cabezas,
como lo sefalan Nirenberg y O’Donnell (1998). La
especie detectada en SNA desarrollé circinas, que son
hifas estériles tabicadas y curvadas (Figura 1 I), otras
especies que forman estas estructuras son ¥ pseudo-
circinatum'y F sterilihyphosum. Fusarium circinatum,
no presenta clamidosporas, pero algunas cepas llegan
a producir hifas hinchadas que pueden semejarse a
clamidosporas o pseudoclamidosporas (Nirenberg y
O’Donnell, 1998; Leslie y Summerell, 2006). Nelson
et al. (1983) y Pfenning ez al. (2014), reportan espo-
rodoquios de color anaranjado pélido formados en
agua agar con hoja de clavel, los macroconidios, ge-
neralmente de tres septos, miden 35X4 um (Figura 1
Cy G), las células apicales son curvadas y las basales
poco desarrolladas.

La identificacién molecular de la cepa inocu-
lada se deposité en el banco de genes (GenBank),
con nimero de accesion MF075250 y se aline6 en
el clado de F circinatum, aislada de la especie de P
greggii (Figura 2). Otros hospedantes de pinos afec-
tados por este hongo e identificados molecularmente
con iniciadores especificos se reportaron en P taeda
con los marcadores moleculares MAT1-1 y MAT1-2
(Pfenning et al., 2014), R montezumae'y P patula con
B-tubulin, histona H3 y otros (Kvas ez al., 2009), y 2
radiata con CIRCIA'Y CIRC4A (Martinez-Alvarez et
al., 2012).

REesuLts AND Di1scussioNn
Morphological and Molecular Identification

The fungus from the Atangatepec nursery
was identified as Fusarium circinatum Nirenberg
& O’Donnell and as a member of the Gibberella
Sujikuroi (CGF) complex. This pathogen only infects
Pinus spp. trees and it is responsible for pitch canker
disease in plantations. Wingfield ez /. (2008) and
Gordon er al. (2015) reported it as a significant
phytosanitary problem and a threat to nurseries and
plantations all over the world.

The sample evaluated showed cottony, white
mycelium with an intense violet pigmentation in
PDA (Figure1 Aand B), 8 X3.5 um oval microconidia
without septa (Figure 1 H), microconidia
aggregated in false heads (Figure 1 E), coming out
of monophyalides and polyphyalides (Figure 1 D
and F). Fursarium circinatum can distinguished
from FE pseudocircinatum based on the formation
of microconidia with short chains instead of false
heads, as Nirenberg and O’Donnell (1998) pointed
out. The species detected in SNA developed circinas,
which are partitioned and curved sterile hypha
(Figure 1 I). Other species that form these structures
atre F  pseudocircinatum and E  sterilibyphosum.
Fusarium circinatum does not show chlamydospores,
but some strains sometimes produce swollen
hypha that may look like chlamydospores or
pseudochlamydospores (Nirenberg and O’Donnell,
1998; Leslie and Summerell, 2006). Nelson ez al.
(1983) and Pfenning ez al. (2014) report pale orange
sporodochium in water agar with carnation leaves;
macroconidia, usually from three septa, measure
35X 4 um (Figure 1 C and G); there are curved apical
cells and underdeveloped basal cells.

The molecular identification of the inoculated
strain was deposited in the GenBank (accession
number MF075250), was aligned with the £
circinatum clade that was isolated from the P greggii
species (Figure 2). Other pine hosts affected by
this fungus and molecularly identified as specific
initiators were reported in P taeda with molecular
markers MAT1-1and MAT1-2 (Pfenning ez al., 2014),
P montezumae and P patula with B-tubulin, histone
H3, and others (Kvas ez al., 2009), and P radiata
with CIRCIA and CIRC4A (Martinez-Alvarez et al.,
2012).
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Figura 1. Caracteristicas de Fusarium circinatum. A) Micelio de color blanco a violeta. B) Pigmento violeta en el me-
dio de cultivo. C y G) Macroconidios alantoides. D y F) Monofidlides y polifidlides de los microconidios.
E) Microconidios en falsas cabezas. H) Microconidios de forma ovalada. I) Circinas en medio SNA.

Figure 1. Characteristics of Fusarium circinatum. A) White to violet mycelium. B) Violet pigment in the culture
medium. C and G) Alantoid macroconidia. D and F) Microconidia’s monophyliades and polyphyliades.
E) Microconidia with false heads. H.) Oval microconidia. I) Circinas in SNA medium.

Efecto de Fusarium circinatum en semilla
(pre-emergencia)

Fusarium circinatum redujo 43 % (p=<0.01) la
germinacién de semillas de 2 greggii. Por lo tanto,
el porcentaje promedio de germinacién pasé de 83
en ausencia del patégeno a 48 cuando la semilla se
remoj6é con F circinatum. La germinacién menor
(43 %) de los tratamientos inoculados con F
circinatum se presenté en el sustrato S2 y en S3
germiné 56 % de las semillas. Swett y Gordon (2015)
caracterizaron la habilidad de 7 circinatum (aislado
de pino) para colonizar semilla de maiz (Zea mays)
y observaron que hasta 98 % de ellas se infecté. En
nuestro estudio, en los tratamientos que no tuvieron
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Effect of Fusarium circinatum in seeds
(pre-emergence)

Fusarium circinatum reduced the germination of
P greggii seeds by 43 % (p=<0.01). Therefore, the
average germination percentage diminished from 83
(absence of the pathogen) to 48 (after seeds where
soaked in F circinatum). The lower germination
(43 %) of the treatments inoculated with £
circinatum was found in substrate S2, while 56 %
of the seeds in S3 germinated. Swett and Gordon
(2015) reported that F circinatum, when it has been
isolated from the pine, is able to colonize maize
seeds (Zea mays) and observed that up to 98 % of

those seeds was infected. The treatements in our
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MF075250 Fusarium circinatum

71

KC51406 Fusarium circinatum

KF728241 Fusarium oxysporum

JE979415 Fusarium pseudocircinatum

FJ603502 Fusarium proliferatum

KF689008 Fusarium solani

—
0.10

JQ237469 Colletotrichum musae

Figura 2. Arbol filogenético del aislado de Fusarium circinatum, amplificado por PCR-TEF y sus
secuencias agrupadas con el software MEGA 5.1 y construido con el método de Mdxima

Parsimonia.

Figure 2. Phylogenetic tree of the Fusarium circinatum isolate, with PCR-TEF amplification and
its sequences grouped using the MEGA 5.1 software and developed using the method of

Maximum Parsimony.

E circinatum se obtuvo més de 80 % de germinacion,
sin diferencias significativas (p>0.05) entre los sus-
tratos (Cuadro 3).

Este resultado coincidié con el sefalamiento
de que F circinatum reduce la germinacién en P
radiata (Martinez-Alvarez et al., 2012). Peterson
(2008) indicé que Fusarium llega a los viveros
forestales donde se producen coniferas, princi-
palmente en la testa y en el interior de la semilla
(Barrows-Broaddus y Dwinell, 1985; Storer et al.,
1998), y que Fusarium invade el embrién y lo mata
(Pfenning et al., 2014).

Las semillas en S1 y S2, en presencia de F
circinatum, tuvieron porcentaje de germinacién

study that were not inoculated with £ circinatum
show over 80 % germination, without significant
differences (p>0.05) between substrates (Table 3).

This result matched the reports that F circinatum
reduces the germination of P radiata (Martinez-
Alvarez et al., 2012). Peterson (2008) indicated that
Fusarium arrives at the forest nurseries where conifers
are produced, mainly in the seed cover and inside the
seed (Barrows-Broaddus and Dwinell, 1985; Storer et
al., 1998) and that Fusarium invades the embryo and
kills it (Pfenning ez al., 2014).

In the presence of F circinatum, S1 and S2 seeds
had a relatively lower germination percentage than
§3. This matched the report made by Hoitink ez /.

Cuadro 3. Germinacion de semilla de Pinus greggii en tres sustratos.
Table 3. Germination of Pinus greggii seeds in three substrates.

Tratamiento Sustrato FE circinatum DS % Promedio germinacién
T6 S3 Ausencia + 6.57 86a
T4 S2 Ausencia + 3.75 82a
T2 S1 Ausencia + 427 81a
T5 S3 Presencia + 12.31 56b
T1 S1 Presencia +7.7 46 bc
T3 S2 Presencia + 7.36 43 ¢

Valores promedio en una columna con diferente letra son estadisticamente diferentes con la prueba
de Duncan (p=<0.05). SI: turba de musgo, perlita y vermiculita, S2: aserrin, corteza y turba de musgo
y S3: corteza, aserrin y turba de musgo en proporcién 60:20:20. DS: desviacién estindar. < Mean
values with different letters in the same column are statistically differents, based on the Duncan test
(p=<0.05). S1: peat moss, perlite, and vermiculite; S2: sawdust, bark, and peat moss; and, S3: bark,
sawdust, and peat moss; the ratio for the three was 60:20:20. DS: standard deviation.
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relativamente menor que en S3. Esto coincidié
con Hoitink ez al. (1997) quien senalé que con
una proporcién elevada de turba de musgo aumen-
ta la probabilidad de enfermedades y pudriciones
de raiz.

Efecto de E circinatum en plintulas de P. greggii
(post-emergencia)

La enfermedad se manifesté después de 5 se-
manas de la inoculacién con F circinatum en post-
emergencia (Figura 3 A). La sintomatologia corres-
pondié a la observada en el vivero forestal militar de
Atlangatepec (Figura 3 B). En la etapa de “cerillo”
se observé estrangulamiento en el dpice de la planta,
con apariencia de deshidratacién, después de unos
dias la pldntula no se mantenia erecta y moria (Fi-
gura 3 C). Peterson (2008) y Wingfield ez al. (2008)
también observaron que las coniferas son suscepti-
bles a la enfermedad y el hongo en post-emergencia

(1997) that a high rate of peat moss increases the
possibility of diseases and root rot.

Effect of E. circinatum in P. greggii seedlings
(post-emergence)

The disease became evident 5 weeks after F
circinatum was inoculated during post-emergence
(Figure 3 A). The symptomatology matched the one
observed in the Army’s forest nursery at Atlangatepec
(Figure 3 B). During the “matchstick” stage,
strangulation could be seen in the plant’s apex, which
looked dehydrated; after a few days, the seedling
could not stand up and died (Figure 3 C). Peterson
(2008) and Wingfield ez a/. (2008) also observed
that conifers are susceptible to this disease and that,
during post-emergence, the fungus grows in the
vascular tissue and causes the plant to wither and die.

In 2-3-month-old plants, the main shoot was
flaccid and had bent over, the color of the needles

Figura 3. Enfermedad de la secadera causada por Fusarium circinatum. A) Plantas enfermas con diferentes avances de sin-
tomas. B) Plintulas de tres meses de edad del vivero de Atlangatepec, Tlaxcala. C) Sintomas en etapa de cerillo.
D) Plantas enfermas con tres meses de edad, después de la inoculacién. E) Colonias de F. circinatum, desarrolla-
das en PDA+A, con semilla inoculada. F) Reaislamientos de F. circinatum en plintulas de un mes.

Figure 3. Drying disease caused by Fusarium circinatum. A) Diseased plants with different symptom stages. B) Three-
month old seedlings from the nursery at Atlangatepec, Tlaxcala. C) Symptoms during the “matchstick” stage.
D). Three-month old diseased plants, after inoculation. E) F circinatum colonies developed in PDA+A, with
inoculated seeds. F) E circinatum reisolations in one-month old seedlings.
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crece en el tejido vascular y causa marchitamiento y
muerte de la planta.

Las plantas de 2 a 3 meses presentaron flacidez y
flexién del brote principal, decoloracién de aciculas,
de amarillo a rojizo pardo intenso, pudricién de la
raiz primaria y algunas secundarias que adquirieron
color café y desintegracién de su tejido (Figura 3 D).
Estos sintomas coincidieron con los descritos por
Herron et al. (2015) y Marin-Cruz ez al. (2015) como
marchitamiento, caida del brote terminal, decolora-
cién y pérdida de aciculas, en plintulas durante su
primer afio de edad.

Solano y Brenes (2012) observaron clorosis del
follaje o marchitez del dpice del tallo; estos también
son sintomas de la pudricién del sistema radicular
(Vivas, et al. 2009). Las plantas también desarrollan
esporodoquios blancos o anaranjados pdlidos en la
base y a lo largo del tallo. Peterson (2008) observéd
el desarrollo del género Fusarium spp. con esporo-
doquios de color salmén a rosa-coral en la base del
tallo, pudricién de raiz en post-emergencia y mar-
chitamiento de plantulas; esto confirmé los sintomas
de pudricién de raiz en este estudio, con P greggii en
post-emergencia y en la plantula.

Recuperacién del patégeno

En medio PDA con antibidtico se recuperé
100 % de aislamientos, a partir de 249 semillas no
germinadas (Figura 3 E). De raiz de plintulas enfer-
mas de P greggii se obtuvieron 156 reaislamientos, de
un total de 169 (93 %) (Figura 3 F) de los tratamien-
tos con F circinatum. Con esto se comprobd la pato-
genicidad. En un estudio similar con F circinatum en
Pinus radiata, un muestreo del 10 % de plantas del
experimento generé 100 % de aislamientos (Marti-
nez-Alvarez et al., 2012). Marin-Cruz et al. (2015) lo
aislaron de P montezumae y Herron (2015), en plan-
tas de P patula, en vivero.

Incidencia de E. circinatum en plintulas de
P, greggii creciendo en tres sustratos

En el andlisis de los tres sustratos con inéculo de
E circinatum mostré incremento de la incidencia en
P, greggii desde la semana uno hasta la semana 10 (Fi-
gura 4). La incidencia de F circinatum, en las plantas
en S1, en la semana uno fue 22 %; en contraste en
S3y S§2 fue 8 % y 0 %. La incidencia en S2 fue la

had changed from yellow to an intense brownish-
grey reddish color, the main root had rotten, and
some secondary roots had become brown and
their tissue had disintegrated (Figure 3 D). These
symptoms matched those described by Herron ez
al. (2015) and Marin-Cruz et al. (2015) in seedlings
up to their first year and they included withering,
fall of the terminal bud, discolouring, and loss of
needles.

Solano and Brenes (2012) observed foliage
chlorosis or withering of the stem’s apex: these are
also symptoms of rotting in the root system (Vivas
et al., 2009). The plants also developed white or pale
orange sporodochia in the base and along the stem.
Peterson (2008) observed the development of the
Fusarium spp. genus with salmon to coraline pink on
the base of the stem, root rot during post-emergence,
and withered seedlings; this information confirmed
the root rot symptoms of P greggii during the post-
emergence stage and in seedlings.

Pathogen recovery

One-hundred percent of the isolations —from 249
non-germinated seeds— were recovered from a PDA
medium with antibiotics (Figure 3 E). One-hundred
fifty-six reisolations were obtained from diseased 2
greggii seedlings, out of a total of 169 (93 %) (Figure
3 F) of the £ circinatum treatments. This proved the
pathogenicity. In a similar study, with £ circinatum
in Pinus radiata, a 10 % sample of the experiment’s
plants produced 100 % isolations (Martinez-Alvarez
et al., 2012). Marin-Cruz et al. (2015) isolated F
circinatum from P montezumae and Herron (2015)
isolated it from P patula, in nursery conditions.

E circinatum incidence in P. greggii seedlings
growing in three substrates

The analysis of the three substrates with £
circinatum inoculum showed that the incidence
in P greggii increased from week 1 to week 10
(Figure 4). Fusarium circinatum had a 22 % incidence
in S1 plants, during the first week; in contrast, it
had an 8 % and 0 % incidence in S3 and S2 plants,
respectively. Incidence in S2 was the lowest during
the whole evaluation period and it was not until after
the fourth week that it the number of diseased plants
reached 25 % (Figure 4).
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Figura 4. Incidencia semanal de Fusarium circinatum en plantas de Pinus

greggii creciendo en sustratos diferentes. S1: turba de musgo, per-

lita y vermiculita, S2: aserrin, corteza y turba de musgo y S3:

corteza, aserrin y turba de musgo, con una proporcién 60:20:20

en las tres mezclas.

Figure 4. Weekly incidence of Fusarium circinatum in Pinus greggii

plants growing in different substrates. S1: peat moss, perlite,
and vermiculite. S2: sawdust, bark, and peat moss; and S3:
bark, sawdust, and peat moss; with a 60:20:20 ratio in the three

mixtures.

menor durante todo el perfodo de evaluacién y hasta
después de cuatro semanas superd una cuarta parte
de plantas enfermas (Figura 4).

En S1 desde la primera semana se observé el por-
centaje mayor de planta enferma y en la semana cua-
tro se habfa acumulado 56 % (Figura 4). Esto indicé
que el sustrato tradicional es el mds propicio para el
desarrollo de la enfermedad. En S3, con mayor pro-
porcién de corteza de pino, el porcentaje de plantas
enfermas fue menor en las primeras seis semanas,
pero luego igual6 a Sl.

S2, a base de aserrin, mostré incidencia menor de
la enfermedad. En la primera semana no hubo plan-
tas enfermas y en la semana cuatro la incidencia al-
canzé solo 28 %, en contraste las plantas enfermas en
S1 representaron 56 %. Aunque con S2 la incidencia
de E circinatum tardé en presentarse, a las 10 semanas
igual6 a S1y S3 (Figura 4).

CONCLUSIONES

Fusarium  circinatum se identificé mediante
morfologia, evaluacién molecular y pruebas de pa-
togenicidad en semilla, como el agente causal de la
secadera y pudricién de raiz en P greggii. La pre-
sencia de este patdgeno reduce significativamente la
germinacién de las semillas. El sustrato a base de
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Since the first week, the percentage of diseased
plants was greater in S1 and by the fourth week it
had reached 56 % (Figure 4). This shows that the
traditional substrate is the most favourable for the
development of the disease. In S3, which has a
greater rate of pine bark, the percentage of diseased
plants was lower during the first six weeks, but then
it matched S1.

S2, which was made mainly from sawdust,
showed a lower disease incidence. There were no
diseased plants during the first week and by the
fourth week the incidence only reached 28 %, in
contrast with 56 % diseased plants in S1. Although
E circinatum in S2 turned up late, by the tenth
week it had equaled S1 and S3 (Figure 4).

CONCLUSIONS

Based on its morphology, molecular evaluation,
and pathogenicity tests in the seed, Fusarium
circinatum was identified as the etiologic agent of
the drying disease and root rot in P greggii. The
presence of this pathogen significantly decreases
seed germination. The sawdust-based substrate slows
down the incidence of £ circinatum in P greggii.

—End of the English version—
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aserrin retarda la incidencia de la enfermedad por £
circinatum en I greggii.
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